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Genus  Piper  has  been  using  traditionally  as  medicines. Piper aborescen, P. crocatum, 
P. Imperiale, P.  longum, and P. methysticum have  ability  to  inhibit breast  cancer  
proliferation.  This research goal is to know cytotoxic activity of Piper porphyrophyllum 
fraction against T47D cancer cell. Extraction it’s leaves use soxhlet with chloroform as 
solvent then use vacuum liquid chromatography. Cytotoxic activity of Piper 
porphyrophyllum fraction determined by MTT assay. The  result  showed  that fraction 
group A has lowest IC
50
 (36.22  µg/ml). 
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Pendahuluan 
Tumbuhan Genus Piper 
memiliki khasiat obat. Masyarakat 
Indonesia menggunakan tumbuhan 
Genus Piper sebagai obat tradisional 
(Asmarayani & Purnomo, 2004). Kajian 
penelitian lebih lanjut menemukan 
bahwa metabolit sekunder P. 
methysticum dapat memberikan efek 
narkotik dan bersifat sedatif (Agusta, 
1998). Buah P. longum dapat 
digunakan untuk mengobati kejang 
usus (Perry & Metzger, 1980). P. 
aduncum secara tradisional 
dimanfaatkan sebagai obat sakit perut, 
kencing nanah, penolak serangga dan 
memiliki aktivitas sebagai antibakteri 
terhadap Bacillus subtilis, Micricoccus 
luteus dan Escherichia coli (Orjala et 
al., 1993). Ekstrak kloroform P. 
aborescen mengandung terpenoid dan 
coumarin yang mampu menghambat 
aktivitas sel kanker payudara (Geran 
dalam Parmar et al., 1997). Tsai et al. 
(2005) menyatakan piplartine 
(kelompok alkaloid) dari ekstrak P. 
aborescens memiliki IC
50
 21,5 µg/ml 
terhadap sel kanker prostat (P-388). 
Pengobatan yang sangat 
diperlukan hingga akhir tahun 2011 
adalah pengobatan terhadap pasien 
kanker payudara. Varmus (2011) 
menyatakan 12% kematian penduduk 
dunia disebabkan oleh kanker. Secara 
genetis, kanker payudara ini muncul 
akibat terjadinya germ line mutation. 
Mutasi terjadi pada gen BRCA1, 
BRCA2,  gen ATM, CHEK2, PTEN, dan 
TP53 (Miki et al., 1994). Pada tingkat 
protein terjadi mutasi pada protein 
p53 (missence mutation pada residu 
194) sehingga p53 tidak dapat 
berikatan dengan elemen respon pada 
DNA. 
Menurut Sarker et al. (2006) 
jika ada satu spesies dalam genus 
diketahui memiliki metabolit sekunder 
spesifik untuk penyakit tertentu maka 
spesies lain dalam satu genus diduga 
memiliki metabolit sekunder yang 
mirip atau memiliki aktivitas spesifik 
yang sama. Oleh karena itu, dilakukan 
penelitian untuk mengetahui aktivitas 
sitotoksik fraksi gabungan Piper 
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Metode Penelitian 
 Sampel berupa 20 gram daun 
ke-4 sampai ke-6 dari Piper 
porphyrophyllum dibersihkan dari 
kotoran, dikeringanginkan dan 
dihaluskan (dijadikan serbuk). 
Kemudian diambil sebanyak 10 g 
serbuk untuk dilakukan sokletasi 
dengan pelarut kloroform sebanyak 
150 ml. 
Ekstrak Piper porphyrophyllum 
difraksinasi dengan metode 
kromatografi cair hampa (Vacuum 
Liquid Chromatography) dengan fase 
diam serbuk silica gel 60 PF
254
. Dibuat 
kolom dengan lapisan terbawah diberi 
kertas saring, kemudian silica gel 
sebanyak 10 gr dimasukkan dan 
diratakan. Pada lapisan teratas diberi 
campuran silika gel 4 gram dan 
ekstrak 2 gram. Lalu ditutup dengan 
potongan kertas saring. Pemilihan fase 
gerak berdasarkan gradien kepolaran 
yang semakin bertambah yang 
disesuaikan dengan sifat kepolaran 
ekstrak. Komposisi dan jenis pelarut 
yang digunakan dalam fraksinasi 
tertera pada Tabel 1 sebagai berikut. 
 
Tabel 1. Komposisi dan jenis pelarut yang 




1 Heksan 100% 100 
2 Kloroform 100% 100 
3 Kloroform : ethyl acetate = 
3 : 1 
100 
4 Kloroform : ethyl acetate = 
1 : 1 
100 
5 Ethyl acetate 100% 100 
6 Ethyl acetate : Methanol = 1 
: 1 
100 
7 Methanol 100% 100 
8 Kloroform : Methanol = 1: 1 100 
 
Monitoring senyawa dilakukan 
dengan Kromatografi Lapis Tipis 
(KLT). Fase diam berupa silika gel 60 
F
254
 dengan fase gerak ditentukan 
berdasarkan uji pendahuluan yaitu 
Heksan : Aseton = 2 : 1. Profil 
kromatogram divisualisasi dengan 
menggunakan sinar tampak, sinar UV 
dengan λ = 254 nm dan 366 nm. 
Uji MTT assay dilakukan 
berdasar Moeljopawiro et al. (2007) 
dengan 10 mg fraksi dimasukkan 
dalam tabung eppendorf dan 
ditambah media kultur sedikit demi 
sedikit sampai 100 µl sambil divortex 
agar homogen sehingga didapatkan 
larutan stok sampel dengan 
konsentrasi 1 x 105 µg/ml. Kemudian 
dibuat seri dosis perlakuan 25, 50, 
100, 200, dan 400 µg/ml. Perlakuan ini 
masing-masing dibuat dalam 3 
ulangan dalam 96 microwell plate.  
Setelah 24 jam media kultur 
dibuang, dicuci dengan PBS (Phosphate 
Buffered Saline), ditambah larutan 
MTT (1 ml MTT dalam PBS ditambah 
media kultur sampai 10 ml, 
konsentrasi akhir 0,5 mg/ml) ke dalam 
setiap sumuran, dan diinkubasi lagi ke 
dalam inkubator selama 4 jam. 
Selanjutnya kultur sel ditambah 
masing–masing 100 µl stopper SDS 
(Sodium Dodecyl Sulfate) 10% dalam 
HCl 0,1 N (untuk melarutkan kristal 
purple formazan) dan dishaker selama 
5 menit. Kemudian dibiarkan pada 
suhu kamar selama 1 malam. 
Absorbansi dibaca dengan microplate 
ELISA reader pada λ 595 nm. Hasil 
absorbansi dianalisis untuk 
menghitung % viabilitas sel dengan 
rumus (Moeljopawiro et al., 2007) 
sebagai berikut : 






As = absorbansi sampel 
AK = absorbansi kontrol sel 
Am = absorbansi kontrol media 
 
Hasil dan Pembahasan 
Monitoring senyawa hasil 
fraksinasi dengan KLT lalu digabung 










berasal dari 1, 2, fraksi B dari 3, 4, 5 
dan fraksi C dari 6, 7 dan 8 (tertera 
pada Gambar 1). 
  
 (a)    (b)   (c) 
Gambar 1. Kromatogram Fraksi Gabungan dengan Fase Gerak Heksan : Aseton= 2:1 pada UV λ 366 
nm.  (a) KLT 8 fraksi (b) KLT fraksi gabungan (c) Profil Fraksi gabungan. E= ekstrak, A = fraksi A, B = 
fraksi B, C = fraksi C. 
 
Tujuan penggabungan fraksi 
untuk mendapatkan sejumlah fraksi 
dengan kandungan senyawa toksik 
yang hampir sama sehingga 
memudahkan skrining melalui uji 
sitotoksisitas karena lebih efisien. 
Bercak fraksi gabungan A dari P. 
porphyrophyllum pada hasil KLT 
memiliki ciri khas yaitu memiliki 
bercak berpendar pada Rf 0,09 dan 
0,05; bercak sangat non polar pada Rf 
0,82 serta memiliki bercak dengan 
warna hijau tua sampai hijau muda 
pada Rf 0,40; 0,35; 0,32 dan 0,26. 
Fraksi gabungan A memiliki minimal 
10 senyawa berbeda (bervariasi warna 
dan sifat berpendarnya) sehingga 
fraksi gabungan A merupakan 
senyawa komplek. Senyawa-senyawa 
tersebut dapat bersifat sinergis 
maupun antagonis terhadap 
sitotoksisitasnya. Sarker et al. (2006) 
menyatakan sitotoksisitas ekstrak 
terhadap sel kanker dapat meningkat 
apabila senyawa-senyawa poten 
dipisahkan dari senyawa lain yang 
bersifat antagonis. Hasil uji 
sitotoksisitas fraksi gabungan A, B dan 
C berupa IC
50
 tertera pada Tabel 2 
sebagai berikut. 
 
Tabel 2. Nilai IC50 Fraksi Gabungan 
Dibandingkan Doxorubicin Dan Vero 
Senyawa Nilai IC50 
(µg/ml) 
Fraksi A 36,22 
Fraksi B 55,97 
Fraksi C 942,06 
Doxorubicin 32,04 




 fraksi gabungan A 
dari P. porphyrophyllum paling rendah 
(36,22 µg/ml) dibanding 2 fraksi 
gabungan lainnya. Hal ini 
menunjukkan fraksi gabungan A dari 
P. porphyrophyllum merupakan fraksi 
potensial sebagai antikanker. Rasio 
ekstrak dibanding fraksi gabungan A 
dari P. porphyrophyllum adalah 1 : 
0,41.  Sitotoksisitas fraksi gabungan A 
lebih kuat dibanding Piper crocatum 
(IC
50
 44,25 µg/ml) (Wicaksono et al., 
2009) dan lebih kuat dibanding 
ekstrak kasar P. porphyrophyllum (IC
50
 
522,1 µg/ml). Perbandingan 
sitotoksisitas fraksi gabungan A dari 
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berbeda sedikit dengan sitotoksisitas 
obat standar doxorubicin (32,04 
µg/ml). 
Hasil reaksi semprot 
menunjukkan fraksi A termasuk 
golongan senyawa terpenoid dan 
alkaloid. Hal ini karena fraksi A 
menunjukkan hasil positif ketika 
disemprot dengan serium (IV) sulfat, 
vanillin sulfat dan dragendrof. Jadi 
fraksi A merupakan kelompok 
senyawa sitotoksik potensial terhadap 
sel kanker payudara (T47D) yang 
memiliki kandungan senyawa 
terpenoid dan alkaloid. 
Sitotoksisitas dikaitkan 
keberadaan senyawa berpendar 
(Gambar 1) pada fraksi gabungan A, B 
dan C dari P. porphyrophyllum 
menunjukkan hubungan yang erat. 
Kromatogram yang menunjukkan 
senyawa berpendar dimiliki oleh fraksi 
gabungan A dan B memiliki 
sitotoksisitas cukup baik yaitu 
berurutan 36,22 µg/ml dan 55,97 
µg/ml sedangkan fraksi gabungan C 
tanpa senyawa berpendar memiliki 
sitotoksisitas yang jauh berbeda yaitu 
942,06 µg/ml. Hasil ini sesuai 
penelitian Geran dalam Parmar et al. 
(1997); Tsai et al. (2005); Bezzera et al. 
(2005); Jaspars & Tabudravu (2005); 
Reshmi et al. (2010); dan Raj et al. 
(2011) yang menemukan senyawa 
sitotoksik sebagai senyawa bercincin 
aromatis dan atau memiliki ikatan 
rangkap terkonjugasi yang panjang 
sehingga berflouresensi pada sinar UV 
dengan λ 366 nm. 
 
Kesimpulan 
Fraksi A Piper 
porphyrophyllum merupakan 
kelompok senyawa sitotoksik 
potensial terhadap sel kanker 
payudara (T47D) dengan IC
50
 36,22 
µg/ml yang memiliki kandungan 
senyawa terpenoid dan alkaloid. 
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